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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft 
ein multivalentes Fv-Antik6rper-Konstrukt 
mit mindestens vier variablen Domflnen. 
die tiber die Peptidlinker 1, 2 und 3 
miteinander verbunden sind. Femer betrifft 
die Erfindung Expressionsplasmide, die 
fur ein solches Fv-Antik6rper-Konstrukt 
codieren, und ein Verfahren zur Herstellung 
der Fv-AntikOrper-Konstrukte sowie deren 
Verwendung. 
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Multivalente Antikorper-Konstrukte 

Die vorliegende Erfindung betrifft multivalente F^-Antikorper-Konstrukte, sie 
kodierende Expressionsplasmlde, und ein Verfahren zur Herstellung der F^-Anti- 
korper-Konstrukte sowie ihre Verwendung. 

Naturliche Antikorper sind Dimere und werden daher als bivalent bezeichnet. Sie 
weisen vier variable Domanen, namlich zwei und zwel VL-Domanen, auf. Die 
variablen Domanen dienen als Bindungsstellen fur ein Antigen, wobei eine Bin- 
dungsstelle aus einer V^- und einer VL-Domane ausgeblldet ist. Naturliche Anti- 
korper erkennen jeweils ein Antigen, wodurch sie auch als monospezifisch be- 
zeichnet werden. Ferner weisen sie auch konstante Domanen auf. Diese tragen zur 
Stabilitat der naturiichen Antikorper bei. Andererseits sind sie auch fur uner- 
wunschte Immunreaktionen mitverantwortlich, die entstehen, wenn naturliche Anti- 
korper verschiedener Tierarten wechselseitig verabreicht werden. 

Zur Vermeidung solcher Immunreaktionen werden Antikorper konstruiert, denen die 
konstanten Domanen fehlen. Insbesondere sind dies Antikorper, die nur noch die 
variablen Domanen aufweisen. Solche Antikorper werden mit F^-Antikorper-Konstru- 
ten bezeichnet. Diese liegen haufig in Form einzelkettiger, sich miteinander ge- 
paarter Monomere vor. 

Es hat sich allerdings gezeigt, da3 F^-Antikorper-Konstrukte nur eine geringe 
Stabilitat aufweisen. Ihre Ven^/endbarkeit fur therapeutische Zwecke ist daher stark 
eingeschrankt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, einen Antikorper 
bereitzustellen, mit dem unerwunschte Immunreaktionen vermieden werden kon- 
nen. Femer soil er eine Stabilitat aufweisen, die ihn fur therapeutische Zwecke 
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ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen er- 
reicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein multivalentes F^-Antikorper- 
Konstrulct, das eine groBe Stabilitat aufweist. Ein solches eignet sich fur diagno- 
stische und therapeutische Zwecl<e. 

Die vorliegende Erfindung berulit auf den Erl<enntnissen des Anmelders, da(3 die 
Stabilitat eines F^-Antikorper-Konstruktes erholit warden kann, wenn dieses in Form 
eines einzelkettigen Dimeres vorliegt, bei dem die vier variablen Domanen uber 
drei Peptidlinker miteinander verbunden sind. Ferner hat der Anmelder erkannt, 
daB sich das F^-Antikorper-Konstrukt mit sich selbst faltet, wenn der mittlere 
Peptidlinker eine Lange von etwa 10-30 Aminosauren aufweist. Des weiteren hat 
der Anmelder erkannt, daB sich das F^-Antikorper-Konstrukt mit anderen F^-Anti- 
korper-Konstrukten zusammenfaltet, wenn der mittlere Peptidlinker eine Lange von 
etwa bis zu 10 Aminosauren aufweist, wodurch ein multimeres, d.h. multivalentes, 
Fy-Antikorper-Konstrukt erhalten wird. Auch hat der Anmelder erkannt, daB das F^- 
Antikorper-Konstrukt multispezifisch sein kann. 

ErfindungsgemaB werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein multi- 
valentes F^-Antikorper-Konstrukt bereitzustellen, das mindestens vier variable 
Domanen umfaBt, die iiber die Peptidlinker 1 , 2 und 3 miteinander verbunden sind. 

Der Ausdruck "F„-Antik6rper-Konstrukt" weist auf einen Antikorper hin, der variable 
Domanen, nicht aber konstante Domanen aufweist. 

Der Ausdruck "multivalentes F^-Antikorper-Konstrukt" weist auf einen F^-Antikorper 
hin, der mehrere variable Domanen, jedoch mindestens vier aufweist. Solches wird 
erreicht, wenn sich das einzelkettige F^-Antikorper-Konstrukt mit sich selbst faltet, 
wodurch vier variable Domanen gegeben sind, Oder sich mit anderen einzel- 
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kettigen F^-Antikorper-Konstrukten zusammenfaltet. In letzterem Fall liegt ein F^- 
Antikorper-Konstrukt vor, das 8, 12. 16, etc. variable Domanen aufweist. GCinstig ist 
es, wenn das Fy-Antikorper-Konstrukt vier Oder acht variable Domanen aufweist, 
d.h. es ist bi- Oder tetravalent (vgl. Fig. 1). Femer konnen die variablen Domanen 
gleich oder verschieden voneinander sein, wodurch das Antikorper-Konstrukt ein 
Oder mehrere Antigene erkennt. Vorzugsweise erkennt das Antikorper-Konstrukt ein 
oderzwei Antigene, d.h. es ist mono- bzw. bispezifisch. Beispiele solcher Antigene 
sind die Proteine CD 19 und CD3. 



Der Ausdruck "Peptidlinker 1, 3" weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet ist, 
variable Domanen eines F^-Antikorper-Konstruktes miteinander zu verbinden. Der 
Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren Glycin 
(G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Die Peptidlinker 1 und 3 konnen gleich 
Oder verschieden voneinander sein. Ferner kann der Peptidlinker eine Lange von 
etwa 0-10 Aminosauren aufweisen. In ersterem Fall ist der Peptidlinker lediglich 
eine Peptidbindung aus dem COOH-Rest einer der variablen Domanen und dem 
NHg-Rest einer anderen der variablen Domanen. Vorzugsweise weist der Peptid- 
linker die Aminosauresequenz GG auf. 

Der Ausdruck "Peptidlinker 2" weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet ist, 
variable Domanen eines F^-Antlkorper-Konstruktes miteinander zu verbinden. Der 
Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren Glycin 
(G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Femer kann der Peptidlinker eine 
Lange von etwa 3-10 Aminosauren, insbesondere 5 Aminosauren, und ganz be- 
sonders die Aminosauresequenz GGPGS, aufweisen, wodurch erreicht wird, daB 
sich das einzelkettige F^-Antikorper-Konstrukt mit anderen einzelkettigen F^Anti- 
korper-Konstrukten zusammenfaltet. Des weiteren kann der Peptidlinker eine Lange 
von etwa 1 1 - 20 Aminosauren, insbesondere 15-20 Aminosauren, und ganz be- 
sonders die Aminosauresequenz (G4S)4, aufweisen, wodurch erreicht wird, daB sich 
das einzelkettige F^-Antikorper-Konstrukt mit sich seibst faltet. 
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Ein erfindungsgemaBes F^-Antikorper-Konstrukt kann durch ubiiche Verfahren 
hergestellt werden. Gunstig ist ein Verfehren, bei dem fiir die Peptidlinker 1 , 2 und 
3 kodierende DMAs mit fur die vier variablen Domanen eines F^-Antikorper-Kon- 
struktes kodierenden DMAs ligiert werden derart, daB die Peptidlinker die variablen 
Domanen miteinander verbinden. und das erhaltene DNA-Molekul in einem Expres- 
sionsplasmid exprimiert wird. Es wird auf die Beispiele 1 - 6 venwiesen. Hinslchtiich 
der Ausdrucke "F^-Antlkorper-Konstrukt" und "Peptidlinker wird auf vorstehende 
Ausfuhrungen venA/iesen. Erganzend wird auf Maniatis, T. et al., Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 1982, venA/iesen. 



DNAs, die fur ein erfindungsgemaBes F„-Antik6rper-Konstrukt kodieren, sind 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Femer sind Expressionsplasmi- 
de, die solche DNAs enthalten, auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Bevorzugte Expressionsplasmide sind pDISC3x19-LL, pDISC3x19-SL, pPIC-DISC- 
LL, pPIC-DISC-SL, pDISCS-LL und pDISC6-SL. Die ersteren vier wurden bei der 
DSMZ (Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellen) am 30. April 1998 
unter DSM 12150, DSM 12149, DSM 12152 bzw. DSM 12151 hinterlegt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, umfassend: 

(a) ein erfindungsgemaBes F^-Antikorper-Konstrukt, und/oder 

(b) ein erfindungsgemaBes Expressionsplasmid, sowie 

(c) ubiiche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel und Kontrollen. 

Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder mehrere Vertreter vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung stellt ein multivalentes F^-Antikorper-Konstrukt bereit, bei 
dem die variablen Domanen uber Peptidlinker miteinander verbunden sind. Ein 
solches Antikorper-Konstrukt zeichnet sich dadurch aus, daB es keine Teile enthalt, 
die zu unenwunschten Immunreaktionen fuhren konnen. Femer weist es eine groBe 
Stabilitat auf. Des weiteren ermoglicht es mehrere Antigene gleichzeitig zu binden. 
Das erflndungsgemaBe F„-Antik6rper-Konstrukt eignet sich daher bestens nicht nur 
fur diagnostische, sondern auch fur therapeutische Zwecke venwendet zu werden. 
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Solche Zwecke konnen hinsichtlich jeder Erkrankung, insbesondere einer viralen, 
bakteriellen Oder Tumor-Erkrankung, gesehen werden. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die genetische Organisation eines erfindungsgemaBen F^-Antikorper- 
Konstruktes (A) und Schemata zur Bildung eines blvalenten (B) bzw. tetravalenten 
F^-Antikorper-Konstruktes (C). Ag: Antigen; HiSe: sechs C-terminale Histidinreste; 
Stop: Stoppcodon (TAA); \/„ und Vl-- variable Region der schweren und der leicli- 
ten Kette. 

Fig. 2 zeigt das Schema zur Konstruktion der Plasmide pDlSC3x19-LL und 
pDISC3x19-SL. c-myc: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 
9E1 erkannt wird, HlSg. Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste kodiert; 
PelB: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase (PelB-Leader); rbs: 
Ribosomenbindungsstelle; Stop: Stoppcodon (TAA); und Vl: variable Region 
der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 3 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x19-LL. 6xHis: Se- 
quenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste kodiert; bla: Gen, das fur /S- 
l_actamase kodiert, diefiir Ampicillinresistenzverantwortlich ist; bp: Basenpaare; c- 
myc. Sequenz, kodierend fCir ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt 
v^ird; C0IEI: Origin der DNA-Replikation; fl-IG: intergenische Region des Bakte- 
riophagen f1 ; l_ac P/O: wt /aaOperon-Promotor/Operator; Linker 1 : Sequenz, die 
fur ein GlyGly-Dipeptid kodiert, das die Vh- und VL-Domanen verknupft; Linker 2: 
Sequenz, die fur ein (Gly4Ser)4-Polypeptid kodiert, das die hybriden scFv-Frag- 
mente verknupft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase; 
rbs: Ribosomenbindungsstelle; Vh und Vl: variable Region der schweren und der 
leichten Kette. 

Fig. 4 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x19-SL. 6xHis: Se- 
quenz, die fijr sechs C-terminale Histidinreste codiert; bla: Gen, das fur jS- 
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Lactamase kodiert, diefurAmpicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c- 
myc. Sequenz, kodierend fiir ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt 
wird; ColEI: Origin der DNA-Repiikation; f1-IG: intergenische Region des Bak- 
teriopliagen f1 ; Lac P/O: wt /ao-Operon-Promotor/Operator; Linker 1 : Sequenz. die 
fur ein GlyGly-Dipeptid codiert, das die Vh- und VL-Donnanen verknupft; Linker 3: 
Sequenz, die fur ein GlyGlyProGlySer-Oligopeptid codiert, das die hybriden scFv- 
Fragmente verknupft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectat- 
lyase; rbs: Ribosomenblndungsstelle; Vh und V^: variable Region der schweren und 
der leichten Kette. 

F!g. 5 zeigt die Nukleotid- und die davon abgeleitete Aminosauresequenz des 
durch das Expressionsplasmid pDIS3x19-LL kodierten bivalenten F^-Antikorper- 
Konstruktes. c-/77yaEpitop: Sequenz, kodierend fiir ein Epitop, das von dem Anti- 
korper 9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region; Gerust: 
Gerustregion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur sechs C-ter- 
minale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen 
Pectalyase; RBS: Ribosomenblndungsstelle; Vh und Vl: variable Region der schwe- 
ren und der leichten Kette. 

Fig. 6 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des durch das 
Expressionsplasmid pDISC3x19-SL kodierten tetravalenten F^-Antikorper-Kon- 
struktes. c-myoEpXo^: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 
9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region, Gerust: Gerustre- 
gion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fiir sechs C-terminale 
Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pecta- 
lyase; RBS: Ribosomenblndungsstelle; Vh und Vl: variable Region der schweren 
und der leichten Kette. 

Fig. 7 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
blndung zwischen einem Gen, das fCir eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das tetravalente F^-Antikorper-Konstrukt codiert, in dem Pichia- 
Expresslonsplasmid pPIC-DISC-SL. Alpha-Faktor-Slgnal: Leaderpeptidsequenz des 
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Saccharomyces ce/ewj?/a©<r-Falctor-Sekretionssignals; variable Region der 
schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Fig. 8 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert. und 
einem Gen, das fiir das bivalente F^-Antikorper-Konstrukt codiert, in dem Pichia- 
Expressionsplasmid pPIC-DISC-LL. Alpha-Faktor-Signal: Leaderpeptidsequenz des 
Saccharomyces ceAeu/s/a^-Faktor-Sekretionssignals; V^: variable Region der 
schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Fig. 9 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC5-LL. 6xHis: Sequenz, 
die fiir sechs C-terminale Htstidinreste kodiert; bla: Gen, das fur /8-Lactamase 
kodiert, die fur Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c-myc. 
Sequenz, kodierend fiir ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt v^rird; 
hok-sok: Plasmid-stabilisierender DNA-Locus; LacI: Gen, das fur den Lac-Re- 
pressor kodiert; Lac P/O: wt lac-Operon-Promotor/Operator; LacZ": Gen, das fur 
das«^-Peptid von B-Gaiactosidase kodiert; Linker 1 : Sequenz, die fur ein GlyGly- 
Dipeptid kodiert, das die Vh- und VL-Domanen verknCipft; Linker 2: Sequenz, die fur 
ein (Gly^Ser)4-Polypeptid kodiert, das die hybriden scFv-Fragmente verknCipft; iy/113 
IG: intergenische Region des Bakteriophagen M13; pBR322ori: Ursprung der DNA- 
Replikation; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase; rbs: 
Ribosomenbindungsstelle, die von dem E. coli lacZ Gen (lacZ), von dem Bakterio- 
phagen T7 Gen 10 (T7g10) Oder von dem E. coli skp Gen (skp) stammt; skp: Gen, 
das fiir den bakteriellen periplasmatischen Faktor Skp/OmpH kodiert; tHP: starker 
Transkriptions-Terminator; tIPP: Transkriptions-Terminator; Vh und Vl: variable 
Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 10 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC6-SL. 6xHis: Sequenz, 
die fur sechs C-terminale Histidinreste codiert; bla: Gen, das fiir /8-Lactamase 
kodiert, die fiir Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c-myc. 
Sequenz, kodierend fiir ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt wird; 
hok-sok: Plasmid-stabilisierender DNA-Locus; LacI: Gen, das fur den Lac-Re- 
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pressor kodiert; Lac P/O: wt lac-Operon-Promotor/Operator; LacZ': Gen, das fur 
dastx-Peptid von B-Galactosidase kodiert; Linker 1: Sequenz, die ftir ein GlyGly- 
Dipeptid kodiert, das die V^- und VL-Domanen verknCipft; Linker 3: Sequenz, die fur 
ein GlyGlyProGlySer-Oligopeptid kodiert, das die hybriden scFv-Fragmente ver- 
knCipft; M13 IG: intergenische Region des Bakteriopliagen M13; pBR322ori: Ur- 
sprung der DNA-Replikation; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen 
Pectatlyase; rbs: Ribosomenbindungsstelle, die von dem E. coli lacZ Gen (lacZ), 
von dem Bakteriophagen 17 Gen 10 (T7g10) oder von dem E. coli skp Gen (skp) 
stammt; skp: Gen, das fCir den bakteriellen periplasmatischen Faktor Skp/OmpH 
kodiert; tHP: starker Transkriptions-Terminator; tIPP: Transkriptions-Terminator; 
und variable Region der schweren und der leichten Kette. 



Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele eriautert. 

Beispiel 1: Konstruktion der Plasmide pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL zur 
Expression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, 
bispezifischen F^-Antikdrper-Konstrukten in Bakterlen 

Die Plasmide pHOG-aCD19 und pHOG-dmOKT3, v\/elche fur die scFv-Fragmente 
kodieren, die von dem Hybridom HD37, das fur menschliches GDI 9 (Kipriyanov et 
a/., 1996, J. Immunol. Meth. 196, 51-62) spezifisch ist, bzw. von dem Hybridom 
OKT3, das fur menschliches CD3 (Kipriyanov et ai, 1997, Protein Eng. 10, 445- 
453) spezifisch ist, abgeleitet sind, wurde zur Konstaiktion von Expressions- 
plasmiden fur ein einzelkettiges F^-Antikorper-Konstnjkt verwendet. Ein PCR- 
Fragment 1 der V^-Domane von Anti-CD19. gefolgt von einem Segment, das fur 
einen GlyGly-Linker codiert, wurde unter Verwendung der Primer DPI, 5'-TCA- 
CACAGAAIICTTAGATCTATTAAAGAGGAGAAATTAACC, und DP2, 5'- 
AGCACACGATAICACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGC, erzeugt (vgl. Fig. 2). 
Das PCR-Fragment 1 wurde mit EccXKX und EccPN gespalten und mit dem mit 
EcOKMEccPN linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch der Vektor 
pHOGl9-3 erzeugt wurde. Das PCR-Fragment 2 der V^-Domane von Anti-CD19, 
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gefolgt von einem Segment, das fur ein c-myoEp'iXop und einen Hexahistidinyl- 
schwanz codiert, wurde unter Venvendung der Primer DP3, 5'-AGCACA- 
CAAGCTTGGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCA. und DP4. 5'-AGCA- 

CACTCTAGAGACACACAGAICTTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGAGTTTAGG, 
erzeugt. Das PCR-Fragment 2 wurde mit H/ndW und X/^si gespalten und mit dem 
durch HinchWIXb^ linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch der Vektor 
PHOG3-19 erhalten wurde (vgl. Fig. 2). Das fur das hybride scFv-3-19 codierende 
Gen in dem Plasmid pH0G3-19 wurde mittels PGR mit den Primem BiSsk. 5'- 
CAGCCGGCCAIGGCGCAGGTGCAACTGCAGCAG und entweder Li-1, 5'-TATA- 
T A C T G C A G C T G C ACCTGGCTACCACCAC- 
CACCGGAGCCGCCACCACCGCTACCACCGCCGCCAGAACCACCACCACC- 
AGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, zur Erzeugung eines langen flexiblen (Gly^Ser)^- 
Inter-scFv-Linkers (PCR-Fragment 3, vgl. Fig. 2) oder Li-2, 5'-TATA- 

TACTGCAGCIGCACCTGCGACCCTGGGCCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, 
zur Erzeugung eines kurzen. starren GGPGS-Linkers (PCR-Fragment 4, vgl. Fig. 2) 
amplifiziert. Die Expresslonsplasmide pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL wurden 
durch Ligierung des A/'col//'w^l-Restriktionsfragments aus pHOG19-3, umfassend 
das Vektorgerust und die /Vcd/Pw^l-gespaltenen PCR-Fragmente 3 bzw. 4 
konstruiert (vgl. Fig. 3, 4). Die vollstandige Nukleotid- und Proteinsequenzen der 
bivalenten bzw. tetravalenten F^-Antikorper-Konstrukte sind in den Figuren 5 bzw. 
6 angegeben. 

Beispiel 2: Konstruktion der Plasmide pPIC-DISC-LL und pPIC-DISC-SL zur 
Expression von bivalenten, bispeziflschen bzw. tetravalenten, 
bispezifisclien F^-Antikorper-Konstrukten in Hefe 

(A) Konstruktion von pPIC-DISC-SL 



Der Vektor pPICZaA (Invitrogen BV, Leek, Niederlande) zur Expression und Se- 
kretion von rekombinanten Proteinen in der Hefe Pichia pastoris wurde als Aus- 
gangsmaterial verwendet. Er enthalt ein Gen, das fiir das Saccharomyces cerevi- 



wo 99/57150 PCT/DE99/0I350 

10 

s^^^ea-Faktor-Sekretionssignal codiert, gefolgt von einem Polylinker. Die Sekretion 
dieses Vektors beruht auf dem dominanten selektierbaren Marker, Zeocin™, der 
sowohl in Pichia als auch in £! coli bifunktionell ist. Das Gen, das fur das 
tetravalente F^-Antikorper-Konstrukt (scDia-SL) codiert, wurde mittels PGR von der 
Matrize pDISC3x19-SL unter Verwendung der Primer 5-PIC, 5'-CCG TGAAT- 
ICCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGC. und pSEXBn 5'-GGTC- 
GACG7TAACCGACAAACAACAGATAAAACG amplifiziert. Das so erhaltene PCR- 
Produkt wurde mit EcOW und XbA gespalten und in mit EcdtKMXbd^ linearisiertes 
pPICZaA ligiert. Es wurde das Expressionsplasmid pPIC-DISC-SL erhalten. Die 
Nukleotid- und Proteinsequenzen des tetravalenten F^-Antikorper-Konstruktes sind 
in Fig. 7 gezeigt. 

(B) Konstruktion von pPIC-DISC-LL 

Die Konstruktion von pPIC-DISC-LL wurde auf der Grundlage von pPICZaA 
(invitrogen BV, Leek, Niederlande) und pDISC3x19-LL (vgl. Fig. 3) durchgefCihrt. 
Die Piasmid-DNA pPICZaA wurde mit £coRI gespalten. Die Ciberstehenden 5'- 
Enden wurden unter Verwendung eines Klenow-Fragments der E. <?<3/ADNA-Poly- 
merase I aufgefuilt. Die so eriialtene DNA wurde mit Xbd gespalten, und das groBe 
Fragment, umfessend den pPlC-Vektor, wurde isoliert. Analog wurde die DNA von 
pDISC3x19-LL mit /Vfed gespalten und mit einem Klenow-Fragment behandelt. 
Nach der Spaltung mit Xb^ wurde ein kleines Fragment, umfassend ein fur den 
bivalenten F^-Antikorper kodierendes Gen, isoliert. Dessen Ligierung mit einer 
pPIC-abgeleiteten Vektor-DNA ergab das Plasmid pPIC-DISC-LL. Die Nukleotid- 
und Proteinsequenz des bivalenten F„-Antik6rper-Konstruktes sind in Fig. 8 gezeigt. 

Beispiel 3: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten F^-Antikorper-Kon- 
struktes in Bakterien 

E. co/AXL1-Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA), die mit den Expressions- 
plasmiden pDISC3x19-LL bzw. pDISC3x19-SL transformiert worden waren, wurden 
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uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 /zg/ml Ampicillin und 100 mM Glucose (axYToJ 
bei 37°C gezuchtet. 1 :50-Verdunnungen der Ubemachtkulturen in 2xYTey^ wurden 
als Kolbenkulturen bei 37°C unter Schuttein mit 200 UpM gezuchtet. Als die 
Kulturen einen ODeoQ-Wert von 0,8 erreicht hatten, wurden die Bakterien durch 
lOminiitige Zentrifugation mit 1500 g bei 20°C pelletiert und in dem gleichen 
Volumen eines frischen 2xYT-Mediums, das 50 //g/ml Ampicillin und 0,4 M Saccha- 
rose enthielt, resuspendiert. IPTG wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,1 mM 
zugesetzt, und das Wachstum wurde bei Raumtemperatur (20-22°C) 18-20 h fort- 
gesetzt. Die Zellen wurden durch lOminutige Zentrifugation mit 5000 g bei 4°C 
geerntet. Der Kulturiiberstand wurde zuruckgehalten und auf Eis gelagert. Dm die 
loslichen periplasmatischen Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten Bakterien 
in 5% des Anfangsvolumens an eiskalter 50 mM TrIs-HCI, 20% Saccharose, 1 mM 
EDTA, pH 8,0, resuspendiert. Nach einer Istiindigen Inkubation auf Eis unter 
gelegentlichem Ruhren wurden die Spharoplasten mit 30.000 g 30 min bei 4°C 
zentrifugiert, wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Uberstand und die 
Spharoplasten mit dem unloslichen periplasmatischen Material als Pellet erhalten 
wurden. Der Kulturiiberstand und der losliche periplasmatische Extrakt wurden 
vereinigt, durch weitere Zentrifugation (30.000 g, 4°C, 40 min) geklart. Das 
rekombinante Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfellung (Endkonzentration 70% 
Sattigung) eingeengt. Das Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugation (10.000 g, 
4°C, 40 min) gewonnen und in 10% des Anfangsvolumens an 50 mM Tris-HCI, 1 
M NaCI, pH 7,0, aufgelost. Eine immobilisierte Metallaffinitatschromatographie 
(IMAC) wurde bei 4°C unter Venvendung einer 5 ml Saule an chelatierender 
Sepharose (Pharmacia), die mit Cu^* beladen war und mit 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) equilibriert worden war, durchgefuhrt. Die Probe wurde 
durch ihr Leiten tiber die Saule aufgeladen. Sie wurde dann mit zwanzig Saulen- 
volumina Startpuffer, gefolgt von Startpuffer mit 50 mM Imidazol, bis die Absorption 
bei 280 nm des Effluenten minimal war, gewaschen (etwa dreiBig Saulenvolumina). 
Das absorbierte Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM Imidazol, 
pH 7,0, eluiert. 



Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bradford-Farbstoffbindungstest (1976, 
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Anal. Biochem., 72, 248-254) unter Verwendung des Bio-Rad(Manchen, 
Deutschland)-Proteinassaykits bestimmt. Die Konzentrationen der gereinigten 
tetravalenten bzw. bivalenten F^-Antikorper-Konstrukte wurden aus den Aaoo-Werten 
unter Venwendung der Extinktionskoeffizienten c""^"" = 1 ,96 bzw. 1 ,93 bestimmt. 



Beispiel 4: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten Antikdrper- 
Konstruktes in der Hefe Pichia pastoris 

Kompetente P. pas/lOA/s GS1 55-Zellen (Invitrogen) wurden In Gegenwart von 10 yug 
Plasmid-DNA von pPIC-DISC-LL bzw. pPIC-DISC-SL, die mit SaA linearisiert 
worden war, elektroporlert. Die Transformanten wurden 3 Tage bei 30°C auf YPD- 
Platten, die 100 ;ug/mi Zeocin™ enthielten, selektiert. Die Klone, die bivalente bzw. 
tetravalente F^-Antikorper-Konstrukte sezernierten, wurden durch Plattenscreening 
unter Verwendung eines anti-c-mj/iomAk 9E10 (IC Chemikallen, Ismaning, 
Deutschland) selektiert. 

Zur Expression der bivalenten bzw. tetravalenten F^-Antikorper-Konstrukte wurden 
die Klone in YPD-Medium in Schuttelkolben 2 Tage bei 30'C unter Riihren gezuch- 
tet. Die Zellen wurden zentrifugiert, in dem gleichen Volumen des Mediums, das 
Methanol enthielt, resuspendiert und weitere 3 Tage bei 30°C unter Ruhren in- 
kubiert. Die Uberstande wurden nach der Zentrifugation gewonnen. Das rekombi- 
nante Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung, gefolgt von IMAC, wie vorste- 
hend beschrieben, isoliert. 

Beispiel 5: Ctiarakterisierung des tetravalenten bzw. bivalenten F^- 
Antikorper-Konstruktes 

(A) GroBenausschluBchromatographie 

Bine analytische Gelfiltration der F„-Antik6rper-Konstrukte wurde in PBS unter Ver- 
wendung einer Superdex-200-HR10/30-Saule (Pharmacia) durchgefuhrt. Das 
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Probenvolumen und die FlieBgeschwindigkeit betrugen 200/ul/min bzw. 0,5 ml/min. 
Die Saule wurde mit hoch- und niedermolekularen Geifiltrations-Kalibrationskits 
(Pharmacia) kalibriert. 

(B) DurchfluBzytometrie 

Die menschliche CD3*/CD19-akute-T-Zeil-Leukamielinie Jurkat und die CD19V- 
CD3 -B-Zellinie JOK-1 wurden fur die DurchfluBzytometrie verwendet. 5x10® Zellen 
in 50 fA RPMI 1640-Medium (GIBCO BRL, Eggestein, Deutschland), das mit 10% 
PCS und 0,1% Natriumazid supplementiert war (als vollstandiges Medium bezeich- 
net), wurden mit 100 der F^-Antikorper-Praparate 45 min auf Eis inkubiert. Nach 
Waschen mit dem vollstandigen Medium wurden die Zellen mit 100 /J 10 //g/ml 
anti-c-/77j/aMak 9E10 (IC Chemikalien) in dem gleichen Puffer 45 min auf Eis in- 
kubiert. Nach einem zweiten Waschzyklus wurden die Zellen mit 100 /J des FITC- 
markierten Ziege-anti-Maus-IgG (GIBCO BRL) unter den gleichen Bedingungen wie 
vorher inkubiert. Die Zellen wurden dann emeut gewaschen und in 100 yul 1 ;ug/ml- 
Propidiumiodid-Losung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in vollstandigem Me- 
dium unter AusschluB von toten Zellen resuspendiert. Die relative Fluoreszens der 
gefarbten Zellen wurde unter VenA^endung eines FACScan-DurchfluBzytometers 
(Becton Dickinson, Mountain View, CA) gemessen. 

(C) Cytotoxizitatstest 

Die CD19-exprimierende Burkltt-Lymphoma-Zellinie Raji und Namalwa wurden als 
Zielzellen verwendet. Die Zellen wurden in RPMI 1640 (GIBCO BRL), das mit 10% 
hitzeinaktiviertem PCS (GIBCO BRL), 2 mM Glutamin und 1 mM Pyruvat supple- 
mentiert war, bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphare mit 7,5% COg inkubiert. 
Die cytotoxischen T-Zell-Tests wurden in RPMI-1640-Medium, das mit 10% PCS, 10 
mM HEPES, 2 mM Glutamin. 1 mM Pyruvat und 0,05 mM 2-ME supplementiert 
war, durchgefuhrt. Die cytotoxische Aktivitat wurde unter Verwendung eines 
Standard [®'Cr]-Freisetzungstests bewertet; 2x10" Zielzellen wurden mit 200 fjC\ 
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Na[*'Cr]04 (Amersham-Buchler, Braunschweig, Deutschland) markiert und 4mal 
gewaschen und anschlieBend in Medium in einer Konzentration von 2 x lO^mi 
resuspendiert. Die Effektorzellen wurden auf eine Konzentration von 5 x 107ml 
eingestellt. Zunehmende Mengen an CTLs in 100 yul wurden auf 10'* Ziel- 
zellen/Vertiefung in 50 /J titriert. 50 ;j\ Antikorper wurden jeder Vertiefung zugesetzt. 
Der gesamte Test wurde dreifach angesetzt und 4 h be! 37°C inkubiert. 100 fA des 
Uberstands wurden gewonnen und auf [*'Cr]-Freisetzung in einem gamma-Zahler 
(Cobra Auto Gamma; Canberra Packard, Dreieich, Deutschland) getestet. Die 
maximale Freisetzung wurde durch Inkubation der Zielzellen in 10% SDS bestimmt, 
und die spontane Freisetzung wurde durch Inkubation der Zellen in Medium allein 
bestimmt. Die spezifische Lyse (%) wurde berechnet als: (experimentelle Frei- 
setzung - spontane Freisetzung)/(maximale Freisetzung - spontane Freisetzung) x 
100. 



Beispiel 6: Konstruktion der Plasmide pDISC5-LL und pDISC6-SL zur Ex- 
pression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, 
bispezifischen Fy-Antikorper-Konstrukten in Bakterien durch 
Hoch-Zelidichte-Fermentation 

Es wurden Expressionsvektoren hergestellt, die das hok/sok Plasmid-freie Zell- 
"suicide"-System und ein Gen enthielten, das fur den Skp/OmpH periplasmatischen 
Faktor fur eine groBere Hersteliung rekomblnanter Antikorper kodiert. Das skp Gen 
wurde durch PCR mittels der Primer skp-1, 5'-CGA ATT CTT AAG ATA AGA AGG 
AGT TTA TTG TGA AAA AGT GGT TAT TAG CTG CAG G und skp-2, 5'-CGA ATT 
AAG CTT CAT TAT TTA ACC TGT TTC AGT ACG TCG G unter Verwendung des 
Piasmids pGAH317 (Hoick and Kleppe, 1988, Gene 67, 117-124) amplifiziert. Das 
erhaltene PCR-Fragment wurde mit Aflll und Hindlll gespalten und in das mit 
Aflll/Hindlll linearisierte Plasmid pHKK (Horn et al., 1996, Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 46, 524-532) Inseriert, wodurch der Vektor pSKK erhalten wurde. Die in 
den Plasmiden pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL enthaltenen und fur die scFv- 
Antikorper-Konstrukte kodierenden Gene wurden durch PCR mittels der Primer fe- 
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1 , 5'-CGA ATT TCT AGA TAA GAA GGA GAA ATT AAC CAT GAA ATA CC und fe- 

2, 5'-CGA ATT CTT AAG CTA TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG TGA G 
amplifiziert. Die Xbal/Aflll gespaltenen PCR-Fragmente wurden in pSKK vor dem 
skp Insert inseriert, wodurch die Expressionsplasmide pDISC5-LL bzw. pDISC6-SL 
erhalten wurden, die tri-cistronische Operons unter der Kontrolle des lac 
Promotor/Operator-Systems enthalten (vgl. Fig. 9, 10). 
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Multivalentes F^-Antikorper-Konstrukt mit mindestens vier vartablen Doma- 
nen, die uber die Peptidlinker 1 , 2 und 3 miteinander verbunden sind. 

F^-Antik6rper-Konstrul<t nach Anspmch 1 , wobei die Peptidlinker 1 und 3 0 - 
1 0 Aminosauren aufweisen. 

F^-Antikorper-Konstrukt nach Anspmch 2, wobei die Peptidlinker 1 und 3 die 
Aminosauresequenz GG aufweisen. 

F^-Antikorper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F^-Anti- 
korper-Konstrukt bivalent ist. 

F^-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 4, wobei der Peptidlinker 2 11-20 
Aminosauren aufweist. 

F^-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 4 oder 5, wobei der Peptidlinker 2 
die Aminosauresequenz (G^S)^ aufweist. 

F^-Antikorper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F^-Anti- 
kprper-Konstrukt tetravalent ist. 

F^-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 7, wobei der Peptidlinker 2 3-10 
Aminosauren aufweist. 



30 



F^-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 7 oder 8, wobei der Peptidlinker 2 
die Aminosauresequenz GGPGS aufweist. 
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10. Fy-Antikorper-Konstrukt nach einem der Ansprtiche 1-9, wobei das F^-Anti- 
korper-Konstrukt multispezifisch ist. 



11. F^-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 10, wobei das F^-Antikorper- 
Konstrukt bispezifisch ist. 

12. F^-Antikorper-Konstrukt nach einem der Ansprtiche 1-9, wobei das F^- 
Antikorper-Konstrukt monospezifisch ist. 

13. Verfahren zur Herstellung des multivalenten F^-Antikorper-Konstruktes nach 
einem der Anspruche 1-12, wobei fCir die Peptidlinker 1 , 2 und 3 kodierende 
DMAs mit fur die vier variablen Domanen eines F„-Antik6rper-Konstruktes 
kodierenden DMAs ligiert werden derart, daB die Peptidlinker die variablen 
Domanen miteinander verbinden, und das erhaltene DNA-Molekiil in einem 
Expressionsplasmid exprimiert wird. 

14. Expressionsplasmid, kodierend fur das multivalente F^-Antikorper-Konstrukt 
nach einem der Anspruche 1-12. 

15. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC3x19-LL. 

16. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC3x19-SL. 

17. Expressionsplasmid nach Anspoich 14, namlich pPIC-DISC-LL. 

18. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pPIC-DISC-SL. 

19. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC5-LL. 

20. Expressionsplasmid nach Anspmch 14, namlich pDISC6-SL. 
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21. Verwendung des multivalenten F^-Antikorper-Konstaiktes nach einem der 
Ansprtiche 1-12 zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen. 

22. Venrtrendung nach Anspruch 21. wobei die Erkrankungen virale, bakterielle 
Oder Tumor-Erkrankungen sind. 
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EcoRt 



pHOG-aCD19 

^DP3 
HindlU EcoRV 



pHOG-dmOKT3 



PCR 1 I PGR 2 , 

T T 

^caRi EcoRV Hindlii 



Hindlll EcoRV 

PeiB c-myc 
akttpKLEEGEFSEARV 



J 



Ecofll/EcoRV 



HindMl/XbaJ 



pHOG19-3 



EcoRf Pvuil 



Xbal 
J 



EcoRI 



. Bi3sk 



PHOG3-19 



LI 



Xbal 



LI 



U-2 



PCR 3 



PCR 4 



Nca/ 



J PvuU Ncoi 



Ncol/Pvull 



Ncol/PvuH 



pDISC3x19-LL 



EcoRJ 



rbs PelB li L2 LI 



c-myc 5" 



pDISC3x1 9-SL 



EcoRi 



rbs PelB , ^ , , ^ c-myc g- 



LI 



L3 



L1 



Linkers: L1 = GG 

L2 = (G4S)4 
L3 = GGPGS 
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Ncol 




Ecofll fiBS 

22 > A C V Q L Q C 3 G A E 1 A R ? G A 5 V K 
CDR-H1 Ffame-H2 
^GGTACACGATGCArT GC<^A-W.C.AGAi;GCCTGG.ACAGGCT^^ 

-2*^ T M w V :< c ? g q g l e w i g i ; i ^ o Z Z 



VH anti-C03 

iT:_CTGCAA.GGCTTCTC 
MSG K A 5 G 
C0R-H2 



257 TXAZ 
30> N 



VCAATCAGAAG 



A_AGGACAAjG 



K A 



rrtLACTACAGACAAATCCTCC 
LTTD KS5 3 
C0R-H3 



354 ATCTGAGGA.CTCTC<lAGTCTATTA.CTGTG<i:^^^^ 
109 ► S Z D 3 A V Y -^^ - v y D D H Y 3 L C Y 

_ ^ ^'^'^ Linker 1 F:ame-Li 

138>T V s 3 "a X T r ~ r-^^L.' g""g' d*"i"'*l"^Z""V~™t^ 

CGR-L: 

520 



TACATGCAACTGAGCAGCCTGAC 

A :•! c 1 3 s 7 

Frame-nd 





TTGGCTGTGTCTCTAjGGGCAGA 
? A 3 ^ A '/ 3 L G Q 
F:ame-L2 



514 AC-CC::^rCCA_--ACTGGT 
156 >Q ? ? K L 



V G Y G D 3 Y L >i W Y ; Q I ? G 

rrame-L3 

v^ATGCArCCAJVTCTAGTTTCTG <:<LATCCCACGGAi;GTTTAGT^^ 
- A 3 >J L V S G I ? ? = r S G 3 G S G T D r 



702 < 
225> 



r:GA^.CATC 



T 1 M I 



2ATGGTGTG-GA.aA.-.GGT 
H ? V £ V V 

790 GGC.ACCP-AGCTXSaAAATCAAJ^. CGGG-GTG.A'r 
255)^ G T K L 3 r A G A A A A 



GGR-L3 
rGTCAGCAJU 
G A A T Y H C Q Q S T E 
NotI Linker 2 



Frame-L-i 

rrrGGGTG-GA. 
G ? W r - G G 



TCGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGTGGTJkGCGGTGGTGGCSGC 
GGGGSGGGGSGGGG 
Pvull rrame-H1 VH anti-CDl9 

374 ^rCCTOrGGTGGrTGGM<?CCAGG^<lAGCTGCAGCAGTCTGGGGC^ 

283> S G G G G S Q V - L Q q s G A E L V a ? G 3 3 V K I 3 C K 

.-„.v-^^ CGR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

- tJ -4 GTTCTGG-^ ^ATG<1ATTCAGTAGCTACTGGATGAJ^.CTGGGTCAAGCAGAGC^ 

312^ A S G Y A r S 3 Y :v M N W V X Q R ? g Q G L E >f I G Q I W 



1049 
341> ? 



GATGGTGATACTAA CTACAArGGAAAGTTCAAGGGTA AAGrc 

2^- G D T M Y >7 G :< r ;< G K A 



Psil Frame-H3 
rrcrGACGt;CAGACGAATCGrCGAGCAC-r<:GTAC^ 
: L T A D E 3 3 3 T A Y 



C0H-H3 

i'^- i. -'1 VI^j'IXjCAAGA C g g g a g a c tac g a c g g t agg c c gtt a? T AC r a t 
3 A */ Y r G A R R Z T T T V G R Y Y Y 
CH1 LynA-er 7 Frame-Li 

AAGGTTGGCGCTGATATCGTGGTCACTC 
3 V T V 3 3 A K T T ? X L G G D I V L T 



1133 TGCAACTCAjCCLAGGC 
369>M Q L S 3 L A 3 Z 
Frame-H4 

1219 GCTATGGArT-^. 
398> A M G Y W G Q G 

■!-iO > r^f3TC^G^-.GCAA:rCAl\^ Xv'i'^ATGT^ T G C C AG C TC AA G TG T AAG TTA C ATG AACT GG 

427^ Q 3 ? A r M S A 3 ? G E X V T M T C 3 A S S 3 V 3 Y M M W 
_ Frame-L2 C0R-L2 Frame-L3 

i-; 9 J -ACGAGCAGAAGT^AGGCAGGTCGGGGAAAAGATC<^T^^ 
456> V Q Q X 3 G r S ? X R W Z Y D T 3 X A S G V ? A H ? R G 

CDR-L3 



3-481 GTCGGrCtGGGACGTCTrACT 
485>S G3G TSY3 L 
Frame-L4 

1S69 CCCAJT-CACGTrCG-G 
514 ► ? F T ? G 3 G T X I. 



CTGAAGATGGTGGCACrrATTACTGG C AGC AG T GG A G T AG T AA 
3 G M E A E D A A T Y Y G Q Q W S 3 N 
C kappa c-myc epitope 

x:gg<;gac-aagttxsgaaataaac gg-g<;ctg^.^^^^ 

einradtaptgse q x l i s 

Xbal 



1555 AAgAAgACCT.^AACTCA CATCACG.ATG.AGGA,TClAC TAATCTA(^^ 
543>EE3I.M3HHHHHH-.' 



Or'; 
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CATC-C- 



_ i> M :< •/ :. ? T A A A G L 1 a a c .? 

?2 C3Cii;GTCC=.^.CTC-CA.GC.ACrX— <S^^ anti-CD3 
-- - Q S 3 A Z ^ A R ? G A S V K i S C K A S G V T F 

133 . ^GOT,CAr..-..r.. -:.^GaTAAAACA<^C..,^^ 

* - '"^ ' V --^ r ^ g G L E W - G Y I M ? £ = 3 ^ ^ 

rrame-H3 

, « linker 1 rrame-: : wi anii r*n-Q 

- ■ ' ^ - - - -= -•' ^ = - = : I. T T P A 3 L A V S 1 3 C 

520 c<:c<:c.^cc:^.TCT crrc<: AAGGccAGCcAAAGr-:;rTGAT^^^ 

-5'.-- - - - ^ -< - 5 c s V D Y 3 D 3 Y L M W Y ; P ^ 

C0R-L2 ='ame-' 3 

■ r^r^'r^-^V^"-— ^-C-C-aATC=CACGCAGG^AI^C<A.GT^C-GlCTC^^ 

C0fi-L3 ."rame-L- 



702 CACCCTC\AjC\TCC.-.TCCTGTX3GAG^^^ 
225 ► T L N I :-: 3 ^/ Z K */ D A A 

Ckacca NotI 

/90 C<SCACCAAGCTGGA;iATC.-J^^ 

255> G ? K L E I X 5,::, o ^ ;^ 

VH anti-CD19 
379 GGTGAGGCCT1G 



Y :-: C Q Q 
uinker 3 
TGGTGGCCCAGGa 
G G ? G S 



:AGCAJ^GTACTGAGGAT Cr^tTr-^r:r'^--rnr^'^^ 




QVQLQQSGAEL 
CDR-H1 Frame-H2 

^34> V R p G s S V K I S C K A S G Y A r S 3 Y W M M W V K Q ^ 
ocp ^ C0R-H2 

^ Q G u ^ W Z G Q I W ? G D G D T M Y N G K r K G K ^ 
Frame-H3 

1051 

342> TLTADESSS 
COfl-Ho 

^rl^ GGGAGACTACGACGGTA GGCCGT?ATTA C T ATGCTATGGACTAr rv^-A^I:^^ 
^/2>R E T T T V G R Y Y Y A M o Y W G Q G T S V T V S S A K 
Un/fer 7 Frame-Ll VL anti-C03 

--^6 £AP£^QC£A.ir<riTGGCGGTCATATCGTGCr^^ 
,00>T T ? :< L G G D I V r Q S ? A I M S A 3 ? G E K V T M T C 

CDR-Ll Frafne-L2 COR-i-2 



iXIAGCAGCCTAGCATCTGAGGACTCTGCGGT^ 
A Y M Q L S S L A 3 E D S A V Y ? C A R 

rrame-H4 CHI 



AAftAGATCGArrrAT G AC AC A TC C AA 
K R W X Y D T 3 X 



^^^5 GTGCCAGCTCAAGTGT XAGTTACATGAACT rkTT^ir-^r-Af^a :^rrT^^.>^>-.^^ Cr-^CC-: 
430>S A S 5 3 V S Y M N W Y C Q K S G T 3 ? 
Frame-L3 

1401 aCTGGC^TCTGGAGTCCCtXSCTC^^^ 
4.S> L A S G V ? A H ? R G 3 G 3 G T 3 Y £ L T I S G M E A E D A 

C0R-L3 Frame-' 4 C kacoa 

^too^ — ^-<=^<^^AGCAGTGGAGTAGTAAC 
488^ A T Y Y C Q Q W S 3 M ? F T F G- 3 G T K L E I N R A D T A 
_ c-myc epitope His6 tail Xbat 

1^78 a. Qt;V.CT GGATCC GAACAAAAGC:rgArcrC,^gAAGAAGACCTAAACrCA C~'I^-.C^^^ 
^^7> ? T G 3 E Q K L I 3 . E Z D . L M 3 . H . H H H H H - 

■ ^ ■.. •; r ■ ; 
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9 4 i AT G AGATTTCCTTC AATTTTTACTC<:TGTTTO 

l^M RFPS I FTAVLFAASSALAAPVNt V 

alpha-factor signal 

1015 'AACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTC^ 

25^ TEDETAQI PAEAVl GYSDLEGD*"fD* 

1089 TTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACi.GCA(^^^ AC-GGGTTATTGTT?TATAJ\ATACTA-CTATTGCCAGCAT^^ 
50^V AVLPFSNSTNNGLLFINT T '7' A^" S "T'^a" 

EcoRI 

Xhol ♦ ♦ 

1163 GCTAAJ^GAJ^.GAAC<:<^-TATCTCrCGAa:^^^^ 

TS^AKEEGVSLEKREAEAEFQ V Q L Q Q S 

VH anti-CD3 

12.34 TGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
9S> GAELARPGASVKMSCK AS 
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941 AT G AGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTC 

1> M RFPS I FTAVLFAASSALA A PVN " t" T 

aipha-f actor signal 

1015 AACAGAAGATGAAACGGCACAA^TTCC-GGCTGAAGCTGTC^ ir: 
25> T E DE TA Q I - PA EA V I GY S Dl"e'gD*'f ^d"^ 

^^^^ BsrDI 

1089 TTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAAT^^ 

50>y AVLPFSNSTNNGLLFI N* T "t" T ' a"" S "i "a " 

Xnol ♦ ♦ 

1163 GCTAAAGAAGAAGC<:<^TATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTC^^ 

75>AKEEGVSLEKR£AEAEFMA QV Q L Q 

VH anti-CD3 

1235 CAGTCTGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
99^QSGA ELARPGASVKMSCKAS 
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1 

S EQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Deutsches Krebsf orschungszentrxim 

(B) STRASSE: Im Neuenheimer Feld 280 

(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEIT2AHL : 6912 0 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Mulcivalente Ancikoerper-Kons trukce 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compacible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA.) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) liANGE: 1698 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:28 . .1689 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_per)tide 

(B) LAGE:28. .1689 



(xi ) SEQUENZBESCHREIBUNG : 
GAATTCATTA AAGAGGAGAA ATTAACC 



SEQ. ID 'no : .i.:,..'- . - ; 

s 

ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GCA 
Met.Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala 

1 " 5 ■ 
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GCC GCT GGC TTG CTG CTG CTG GCA GCT CAG CCG GCC ATG GCG GAG GTG 99 
Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin Vai 
10 15 20 

CAA CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAA CTG GCA AGA CCT GGG GCC TC.^^ GTG 1^17 
Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val 
25 30 35 40 ' 

AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT AGG TAC ACG ATG 195 
Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met 
45 50 55 

CAC TGG GTA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA TAC 243 
His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie Glv '^r 
60 65 70 " ' 

ATT AAT CCT AGC CGT GGT TAT ACT AAT TAC AAT CAG AAG TTC AAG GAC 2 91 

He Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gin Lys Phe Lys \sp 
75 80 85 

AAG GCC ACA TTG ACT ACA GAC AAA TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAA 33 9 

Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asd Lys Ser Ser Ser Thr Ala Ty^ Met Gin 
90 95 100 

CTG AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA 387 
Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 
105 110 115 120 

TAT TAT GAT GAT CAT TAC AGC CTT GAC TAC TGG GGC CAA GGC ACC ACT 43 5 

Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr 
125 130 135 

CTC ACA GTC TCC TCA GCC AAJ^. ACA ACA CCC AAG CTT GGC GGT GAT ATC 483 
Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp He 
140 145 150 

TTG CTC ACC CAA ACT CCA GCT TCT TTG GCT GTG TCT CTA GGG CAG AGG 531 
Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg 
155 160 165 

GCC ACC ATC TCC TGC AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT 57 9 

Ala Thr He Ser Cys Lys Ala Ser Gin Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp 
170 175 ISO 

AGT TAT TTG.AAC TGG TAC CAA CAG ATT CCA GGA CAG CCA CCC AAA CTC 627 
Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin He Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu 
185 190 195 200 

CTC ATC TAT GAT GCA TCC AAT CTA GTT TCT GGG ATC CCA CCC AGG TTT 675 
Leu He Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Val Ser Gly He Pro -Pro Arg Phe 
205 210 .215 

AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACC CTC AAC ATC CAT CCT GTG 723 
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn He His Pro Val 

220 225 - 230 - ' 
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GAG AAG GTG GAT GCT GCA ACC TAT CAC TGT GAG CAA AGT ACT GAG GAT 771 
Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr Kis Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asd 
235 240 245 

CCG TGG ACG TTC GOT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG GCT GAT 819 
Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg Ala Asd 
250 255 260 

GCT GCG GCC GCT GGT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGT GGT AGC GGT GGT 867 
Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Glv 
265 270 275 280 

GGC GGC TCC GGT GGT GGT GGT AGC CAG GTG CAG CTG CAG CAG GGG 915 

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly 
285 290 295 

GCT GAG CTG GTG AGG CCT GGG TCC TCA GTG AAG ATT TCC TGC AAG GCT 963 
Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser Ser Val Lys He Ser Cys Lys A"! a 
300 305 310 

TCT GGC TAT GCA TTC AGT AGC TAG TC-G ATG AAC TGG GTG AAG CAG AGG 10 1 1 

Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gin Arg 
315 320 325 

CCT GGA CAG GGT CTT GAG TGG ATT GGA CAG ATT TGG CCT GGA GAT GGT 105 9 

Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly Gin He Trp Pro Gly Asp Gly 
330 335 340 

GAT ACT AAC TAG AAT GGA AAG TTC AAG GGT AAA GCC ACT CTG ACT GCA 1107 
Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala 
345 350 355 360 

GAC GAA TCC TCC AGC ACA GCC TAG ATG CAA CTC AGC AGC CTA GCA TCT 1155 
Asp Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala Ser 
365 370 375 

GAG GAC TCT GCG GTC TAT TTC TGT GCA AGA CGG GAG ACT ACG ACG GTA 12 0 3 

Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr Val 
380 385 390 

GGC CGT TAT TAG TAT GCT ATG GAC TAG TGG GGT CAA GGA ACC TCA GTC 1251 
Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Men Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser Val 
395 400 405 

ACC GTC TCC TCA GCC AAA ACA ACA CCC AAG CTT GGC GGT GAT ATC GTG 12 99 

Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp He Val 
410 415 420 

CTC ACT CAG TCT CCA GCA ATC ATG TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC 1347 
Leu Thr Gin Ser Pro Ala He Met Ser Ala Ser Pro' Gly Glu- Lys Val 
425 430 . 435 ■ ^ 440 

ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA ' AGT' GTA AGT TAG ATG AAC TGG TAG 1395 
Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr 
445 450 455 
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CAG CAG AAG TCA GGC ACC TCC CCC AAA AGA TGG ATT TAT GAC ACA TCC 1443 
Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg Tro lie Tyr Asp Thr Ser 
460 465 ' 470 

AAA CTG GOT TOT GGA GTC CCT GCT CAC TTC AGG GGC AGT GGG TCT GGG 1491 
Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala His Phe Arg Gly Ser Gly Ser Gly 
475 480 485 

ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC GGC ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC 1539 
Thr Ser Tyr Ser Leu Thr He Ser Gly Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala 
490 495 500 

ACT TAT TAG TGC CAG CAG TGG AGT AGT AAC CCA TTC ACG TTC GGC TCG 1587 
Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Ser Ser Asn Pro Phe Thr Phe Gly Ser 
505 510 515 520 

GGG- ACA AAG TTG GAA ATA AAC CGG GCT GAT ACT GCA CCA ACT GGA TCC 163 5 

Gly Thr Lys Leu Glu He Asn Arg Ala Asp Thr Ala Pro Thr Gly Se-^ 
525 530 535 

GAA CAA AAG CTG ATC TCA GAA GAA GAC CTA AAC TCA CAT CAC CAT CAC 1683 
Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu Glu Aso Leu Asn Ser His His His His 
540 545 550 

CAT CAC TAATCTAGA 1590 
His His 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 5 54 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLGGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 2: 

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala 
15 10 15 

Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu 
20 25 30 

Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly 
35 40 45 

Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly 
50 55 60 

Gin Gly Leu Glu Trp He Gly -^Tyr-'Mie^. Asn 'Pro-,Ser, -^Arg Gly Tyr Thr 
65 70 . V ; 75 ;' • ' / ' 80 
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Asn Tyr Asn Gin Lys Phe Lys Asd Lys Ala Thr Leu Thr Thr Aso Lys 

85 90 95 

Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp 
100 105 110 

Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tvr Tyr Asd Asp His Tyr Ser Leu 
115 120 125 

Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr 
130 135 140 

Thr Pro Lys Leu Gly Glv Aso lie Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg Ala Thr lie Ser Cys Lys Ala Ser 
165 170 175 

Gin Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tvr Gin Gin 
180 185 190 

lie Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu Leu lie Tyr Asp Ala Ser Asn Leu 
195 200 205 

Val Ser Gly lie Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Glv Ser Gly Thr Asp 
210 215 220 

Phe Thr Leu Asn He His Pro Val Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr 
225 230 235 240 

His Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asp Pro TrrD Thr Phe Gly Gly Gly Thr 
245 250 255 

Lys Leu Glu He Lys Arg Ala Asp Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gly Gly 
260 265 270 

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
275 280 285 

Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser 
290 295 300 

Ser Val Lys He Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Tvr 
305 310 315 320 

Trp Met Asn Trp Val Lys Gin Arg Pro Glv Gin Gly Leu Glu Trp He 
325 330 335 

Gly Gin He Trp Pro Gly Asp Gly Asid Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe 
340 345 350 

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr . Ala- Asp Glu""Ser Ser .Ser 'Thr Ala Tyr 
355 * 36;0' - • ' "'v.^ ■ 365 
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Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 
370 375 380 

Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr Val Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp 
385 390 395 400 

Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lvs Thr Thr 
405 410 ' 415 

Pro Lys Leu Gly Gly Asp lie Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala lie Met 
420 425 430 

Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser 
435 440 445 

Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser Pro 
450 455 460 

Lys Arg Trp He Tyr Asp Thr Ser Lvs Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala 
465 470 475 480 

His Phe Arg Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr He Ser 
485 490 495 

Gly Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Se-^ 
500 505 510 

Ser Asn Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu He Asn Arg 
515 520 525 

Ala Asp Thr Ala Pro Thr Gly Ser Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu 
530 535 540 

Asp Leu Asn Ser His His His His His His 
545 550 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

(i) .SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 1653 Basenoaare 

(B) AJRT: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLGGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(ix) 



MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL:. CDS ' 

(B) LAGE:28 . .1644, 
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(ix) MEFOOIAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mac_peotide 
(3) uAGE:28 . . 1644 



(xi) SEQUEMZ3ESCKREI3UNG : SEQ ID NO: 3 : 



GAATTCATTA AAGAGGAGAA ATTAACC ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GC\ 

Mec Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala 
1 



147 



GCC GCT GGC TTG CTG CTG CTG GCA GCT CAG CCG GCC \'t^G CC^- C\C G'^^ 
Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala C-'" vk^ 
10 15 20 

CAA CTG CAG CAG TCT GGG GCT GPJV CTG GCA AGA CCT GGG GCC "^C^ GT^G 
Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Ara Pro Gly ^la ^er" Va'^ 
2^ 30 35 - 45 

AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT \GG -i^C :>tg -> 9 = 

Lys Met Ser Cys Lvs Ala Ser Glv T-v-^ Thr '^h^ r^r-- •■^■/- Mer ~ 

45 ' ' 50 " '=1 " 

CAC TGG GTA AAA CAG AC-G CCT GGA CAG GGT CTG GA_^ -GG ^t"" GGi^ -ar r>d-> 
Kis Trp Val Lys Gin Arg Pro Glv Gin Glv Leu C-lu Trt3 11= Glv OV- 
60 65 ' ■ 70 " 

ATT AAT CCT AGC CGT GGT TAT ACT AAT TAC AAT CAG AAG '"'^C \AG GAC 29'' 
lie Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tvr Asn Gin Ly= ^>^e Lvs Asd 
75 80 85 " " " 

AAG GCC ACA TTG ACT ACA GAC AAA TCC TCC AGC ACA GCC t^C A.t'G C^A 33 Q 

Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asa Lvs Ser Ser Se- Th- ;^la '^■/- ^gr c-ln 
90 95 100 

CTG AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCA GTC T^-" Tac '^G'^ GC^ AGi^ -iS" 
Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asr> Ser Ala Val Tvr T--/^ Cvs a. Ara 

110 115 ' - - 120 

TAT TAT GAT GAT CAT TAC AGC CTT GAC TAC TGG GC-C CAA C-GC ACC ACT 43 5 

Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Ser Leu Aso Tyr Trp Gly Gln G^v '^h^ T'h^ 

125 130 ' i3i * " .: , 

CTC ACA GTC TCC TCA GCC AAJ^ ACA ACA CCC AAG CTT GGC C-GT G^-^ ATC 4 83 

Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Astd He 
140 145 150 

TTG CTC ACC CAA ACT CCA GCT TCT TTG C-CT GTG TCT CTA GGG CAG AGG 531 
Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu G^v Gl" Arg 
155 160 165 ' 

GCC ACC ATC TCC TGC AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT- TA'n G^t' GGT' GAT =7Q 
7^ -1^ Ser Cys Lys Ala Ser Gin Ser Val Asp Tyr Aso Glv Asp 

170 175 IgO - - i:- 
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AGT TAT TTG AAC TGG TAG CAA CAG ATT CCA GGA CAG CCA CCC AAA CTC 627 

Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin He Pro Gly Gin Pro Pro Lvs Leu 
185 190 195 - 200 

CTC ATC TAT GAT GCA TCC AAT CTA GTT TCT GGG ATC CCA CCC AGG TTT 67 = 

Leu He Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Val Ser Gly He Pro Pro Arg Phe 
205 210 215 

AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACC CTC AAC ATC CAT CCT GTG 723 
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn He His Pro Val 
220 225 230 

GAG AAG GTG GAT GCT GCA ACC TAT CAC TGT CAG CAA AGT ACT GAG GAT 771 
Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr His Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asp 
235 240 245 

CCG TGG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG GCT GAT 8" 9 

Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg Ala Asp 
250 255 260 

GCT GCG GCC GCT GGT GGC CCA GGG TCG CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT 867 
Ala Ala Ala Ala Gly Gly Pro Gly Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser 
265 270 275 280 

GGG GCT GAG CTG GTG AGG CCT GGG TCC TCA GTG AAG ATT TCC TGC AAG 915 
Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser Ser Val Lys He Ser Cys Lys 
285 290 295 

GCT TCT GGC TAT GCA TTC AGT AGC TAG TGG ATG AAC TGG GTG AAG CAG '9 63 

Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gin 
300 305 310 

AGG CCT GGA CAG GGT CTT GAG TGG ATT GGA CAG ATT TGG CCT GGA GAT 1011 
Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly Gin He Trp Pro Gly Asp 
315 320 325 

GGT GAT ACT AAC TAC AAT GGA AAG TTC AAG GGT AAA GCC ACT CTG ACT 1059 
Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr 
330 335 340 

GCA GAC GAA TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAA CTC AGC AGC CTA GCA 1107 
Ala Asp Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala 

350 355 360 

TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TTC TGT ;GCA AGA CGG GAG ' ACT ' ACG -ACG 1155 
Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr 
365 370 375 

GTA GGC CGT TAT TAC TAT GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC TCA 1203 
val Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser 
380 385 390 

GTC ACC GTC TCC TCA GCC AAA ACA ACA CCC AAG CTT GGC GGT GAT ATC 1251 
Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp He 
395 400 405 
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GTG CTC ACT CAG TCT CCA GCA ATC ATG TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG 1299 
Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala He Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lvs 
410 415 420 

GTC ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA ACT GTA ACT TAC ATG AAC TGG 1347 
Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp 
425 430 435 440 

TAC CAG CAG AAG TCA GGC ACC TCC CCC AA-A AGA TGG ATT TAT GAC ACA 1395 
Tyr Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lvs Arg Trp He Tyr Asp Thr 
445 450 455 

TCC AAA CTG GCT TCT GGA GTC CCT GCT CAC TTC AGG GGC AGT GGG TCT 1443 
Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala His Phe Arg Gly Ser Gly Ser 
460 465 470 

GGG ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC GGC ATG GAG GCT GAA GAT GCT 1^191 
Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr He Ser Glv Met Glu Ala Glu Asp Ala 
475 480 485 

GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT AGT AAC CCA TTC ACG TTC GGC 1539 
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Ser Ser Asn Pro Phe Thr Phe Glv 
490 495 500 

TCG GGG ACA AAG TTG GAA ATA AAC CGG GCT GAT ACT GCA' CCA ACT GGA 1587 
Ser Gly Thr Lys Leu Glu He Asn Arg A.la Asp Thr Ala Pro Thr Gly 
505 510 515 520 

TCC GAA CAA AA.G CTG ATC TCA GAA GAA GAC CTA AAC TCA CAT CAC CAT 163 5 

Ser Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Astd Leu Asn Ser His His His 
525 530 535 

CAC CAT CAC TAATCTAGA 15 53 

His His His 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 539 Aminosauren , ^ 

(B) ART: Aminosaure ' • ; - v - =V, ^ 
(D) TOPOLOGIE: linear ' ^ 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala 
15 10 15 

Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu 
20 25 30 



Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lvs Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly 
35 40 45 
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Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His Trp Val Lys Gin Arc: Pro Gly 
50 55 60 

Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly Tvr He Asn Pro Ser Arg Glv Tyr Thr 
65 70 75 " 80 

Asn Tyr Asn Gin Lys Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asp Lys 
85 90 95 

Ser Ser Ser Thr Ala T^/r Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp 
100 105 110 

Ser Ala Val Tyr Tyr Cvs Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp Kis T^/r Ser Leu 
115 120 125 

Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr 
130 135 140 

Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp He Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg Ala Thr He Ser Cys Lvs Ala Ser 
165 170 " 175 

Gin Ser Val Asp Tyr Aso Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tvr Gin Gin 
180 185 190 

He Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu Leu He Tyr Asp Ala Ser Asn Leu 
195 200 205 

Val Ser Gly He Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp 
210 215 220 

Phe Thr Leu Asn He His Pro Val Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr 
225 230 235 240 

His Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr 
245 250 255 

Lys Leu Glu He Lys Arg Ala Asp Ala Ala Ala Ala Gly Gly Pro Gly 
260 265 270 

Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly 
275 280 285 

Ser Ser Val Lys He Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser 
290 295 300 

Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trr* 
305 310 315 ' 320 

He Gly Gin He Trp Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys 
325 330 335 
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Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Astd Glu Ser Ser Ser Thr Ala 
340 345 350 

Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp Ser Ala Val Tv^ Phe 
355 360 365 

Cys Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr Val Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met 
370 375 380 

Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr 
385 390 395 400 

Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp He Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala He 
405 410 415 

Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser 
420 425 430 

Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn Trr> Tyr Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser 
435 440 445 

Pro Lys Arg Trp He Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Glv Val Pro 
450 455 460 

Ala His Phe Arg Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr He 
465 470 475 480 

Ser Gly Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tvr Cys Gin Gin Trp 
485 490 * 495 

Ser Ser Asn Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu He Asn 
500 505 510 

Arg Ala Asp Thr Ala Pro Thr Gly Ser Glu Gin Lys Leu He Ser Glu 
515 520 525 

Glu Asp Leu Asn Ser His His His His His His 
530 535 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear \^ ' ^. ^ 

(ii) ART DES MOLEKULS Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
TATATACTGC AGCTGCACCT GCGACCCTGG GCCACCAGCG GCCGCAGCAT CAGCCCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6: 

( i ) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 45 Basenpaare 

(B) ART: Nucleocid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 6: 
CCGTGAATTC CAGGTGCAAC TGCAGCAGTC TGGGGCTGAA CTGGC 
( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 4 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 
GGTCGACGTT AACCGACAAA CAACAGATAA AACG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 348 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzels trarig-' - v. 
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(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) KYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 1 . .348 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peTDtide 
(3) LAGE:1..348 

(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO : 8: 

ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC 4 8 

Met Arg Phe Pro Ser He Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Se^ Ser 
15 10 15 

GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA CAA 96 
Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gin 
20 25 30 

ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC 144 
He Pro Ala Glu Ala Val He Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe 
35 40 45 

GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG 192 
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 
50 55 60 

TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA 2^0 
Phe He Asn Thr Thr He Ala Ser He Ala Ala Lys Glu Glu Glv Val 
65 70 75 " 80 

TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GAA TTC CAG GTG CAA CTG CAG 2 88 

Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Glu Phe Gin Val Gin Leu Gin 
85 90 95 

CAG TCT GGG GCT GAA CTG GCA AGA CCT GGG GCC TCA: GTG ' AAG ATG TCC 336 
Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser 
100 105 110 

TGC AAG GCT TCT 3 48 

Cys Lys Ala Ser 
115 



( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9 : 
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(i) SEQUEN2KSNNZEICHEN: 

(A) LANGE: 116 Aininosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIS: linear 

(ii) ART DES MOLEXULS: Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHRSIBUNG : SEQ ID NO: 9: 

Met Arg Phe Pro Ser lie Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser 
15 10 15 

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr ^la Cn 
20 25 30 

lie Pro Ala Glu Ala Val lie Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe 
35 40 45 

Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 
50 55 60 

Phe He Asn Thr Thr He Ala Ser He Ala Ala Lys Glu Glu Gly Vai 
65 70 75 80 

Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Glu Phe Gin Val Gin Leu Gin 
85 90 95 

Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser 
100 105 110 

Cys Lys Ala Ser 
115 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 354 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM-: /Eihzel*strang ' . * ' " , 
CD) TOPOLOGIE : ' linear ' . t ^ 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1..354 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE:1. .3 54 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUKTG : SEQ ID NO : 10: 

ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC 48 
Met Arg Phe Pro Ser lie Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser 
^ 5 10 15 



GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA CAA 
Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Aso Glu Thr Ala Gin 
20 25 ■ 30 



96 



ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC 144 
He Pro Ala Glu Ala Val He Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe 
35 40 45 

GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG 192 
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 
50 55 60 

TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAJ^ GGG GTA 2^0 
Phe He Asn Thr Thr He Ala Ser He Ala Ala Lvs Glu Glu Gly Val 
65 70 75 80 

TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GAA TTC ATG GCG CAG GTG CAA 2 88 

Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Glu Phe Met Ala Gin Val Gin 
85 90 95 

CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAA CTG GCA AGA CCT GGG GCC TCA GTG AAG 33 6 

Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys 
100 105 110 

ATG TCC TGC AAG GCT TCT 354 
Met Ser Cys Lys Ala Ser 
115 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : ' 

(A) .LANGE: 118 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 11: 

ft. 

Met Arg Phe Pro Ser He Phe Thr Ala Val Leu-Phe Ala Ala Ser Ser 
15 10 15 

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gin 
20 25 30 



He Pro Ala Glu Ala Val He Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe 
35 40 45 
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Asp Val Ala 
50 



Val Leu 



Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 



55 60 



Phe lie Asn 
65 



Thr Thr 



lie Ala Ser lie Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val 
70 75 80 



Ser Leu Glu 



Lys Arg 
85 



Glu Ala Glu Ala Glu Phe Met Ala Gin Val Gin 



90 95 



Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys 
100 105 110 

Met Ser Cys Lys Ala Ser 
115 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) 3ESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 

( i i i ) HYPOTKETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
TCACACAGAA TTCTTAGATC TATTAAAGAG GAGAAATTAA CC 42 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: ' ;{ ' / . . 

(A) LANGE: 40 Basenpaare ' 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang- . 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc := "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

{ i V ) ANTISENSE : NEIN 
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(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 
AGCACACGAT ATCACCGCCA AGCTTGGGTG TTGTTTTGGC 
(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 14: 

( i ) SEQOENZKENWZEICKEN : 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Hinzels trang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonscige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
AGCACACAAG CTTGGCGGTG ATATCTTGCT CACCCAAACT CCA 
(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 15: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) PIYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15:' 
AGCACACTCT AGAGACACAC AGATCTTTAG TGATGGTGAT GGTGATGTGA GTTTAGG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 16: 
CAGCCGGCCA TGGCGCAGGT GCAACTGCAG CAG 33 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 102 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 17: 
TATATACTGC AGCTGCACCT GGCTACCACC ACCACCGGAG CCGCCACCAC CGCTACCACC 
GCCGCCAGAA CCACCACCAC CAGCGGCCGC AGCATCAGCC CG 



60 
102 
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(54) Tide: MULTIVALENT ANTIBODY CONSTRUCTS 

(54) Bezeichnung: MULTIVALENTE ANTIKORPER-KONSTRUKTE 



(57) Abstract 

The invention relates to a multivalent 
Fv antibody construct comprising at least four 
variable domains which are connected to one 
another via peptide linkers 1. 2 and 3. The 
invention also relates to expression plasm ids 
which code for such an Fv antibody construct. 
In addition, the invention relates to a method 
for producing the Fv antibody constructs and 
to the use thereof. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft 
ein multivalcntes F^n-Antik6rper-Konstrukt 
mit mindestens vier variablen DomSnen. 
die Ober die Peptidlinker 1. 2 und 3 
miteinander verbunden sind. Femer betrifft 
die Erfindung Expressionsplasmide. die 
far ein solches Fv-AntikOrper-Konstrukt 
codieren, und ein Verfahren zur Herstellung 
der Fv-Antik5rper-Konstrukte sowie deren 
Verwendung. 
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siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 
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Bemerkungen hinslchtUch eines Widerspruchs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahll. 

I I Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Fortsetzung von Feld I.l 

Obwohl die Anspruche 21 und 22 sich auf ein Diagnostizierverfahren, das 
am menschl i schen/tierischen Kbrpers vorgenonrmen wird» bzw auf ein 
Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tierischen Korpers beziehen, 
wurde die Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten 
Wirkungen des mul ti valenten Fv-Antikorper-Konstruktes. 



